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(57) Abstract 

The invention concerns fatty acid uninterrupted by a methylene as antiinflammatory agents in superficial tissues of mammals, more 
oarticularly a pharmaceutical or cosmetic topical composition comprising, as active principle, at least one fatty acid non-interrupted by 
a methylene corresponding to formula (I), in which the fatty acid uninterrupted by a methylene is in the form of an acid a salt or an 
ester and R 1 is a C,-C 5 alkyl group and R* is a C2-Q5 alkyl group, preferably wherein the fatty acid uninterrupted by a methylene is the 
20:3(5,1 1,14). Said fatty acids uninterrupted by a methylene are used for preparing a composition for modulaung the metabolism of lipids 
in the superficial tissues of mammals. 

(57) Abrege* 



Une composition pharmaceutique ou cosm£tique topique comprenant, comme principe actif, au moins un des AGNIM ayant la formu e 
m dans laauelle le AGNIM est sous forme d'un acide, d'un sel ou d'un ester, et R 1 est un groupe alkyle en C,-C 5 et R 2 est un groupe alkyle 
en S-cTdc preference dans laquelle le AGNIM est le 20:3(5,11,14). Ces AGNIM sent utilises pour la preparauon d'une composm- 
destinee a' moduler le m6tabolisme des lipides dans les tissus superacids des mammiferes. 
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AGNIM comme agents anti-inflammatoires dans les tissus 
superficiels des mammiferes 

La presente invention concerne la nouvelle utilisation d'un acide gras non 
interrompu par un methylene dans la prevention et/ou le traitement de 
I'inflammation dans les tissus superficiels des' mammiferes. 

Contexte de I'invention 

Utilisation d'acides gras pour prevenir ou traiter I'inflammation dans les tissus 
superficiels a ete decrite dans la bibliographie. 

Par exemple, EP 5 472 705 (Prospa B.V.) decrit de nouvelles compositions 
pharmaceutiques a utiliser en topique contenant des esters d'acides co-3- 
polyinsatures en forte concentration destinees a traiter le psoriasis, la phlebite et 
les pathologies apparentees. 

EP 582 239 (Rhone-Poulenc Rorer) decrit des compositions pharmaceutiques et 
cosmetiques topiques contenant de I'acide linoleique ou ses derives comme 
principes actifs, et un vehicule pour transporter le principe actif dans la peau. Ces 
compositions sont utilisees pour la prophylaxie et le traitement des peaux impures, 
par exemple les peaux affectees de boutons, de pustules, d'urticaire ou de 
comedons. de I'acne et des affections cutanees associees a I'acne. 

Par ailleurs, EP 5 312 834 (Wooband Land Co.) decrit une composition 
pharmaceutique pour traiter I'acne contenant de I'acide eicosapentaenoique et de 
I'acide ct-linolenique, dans un rapport ponderal entre I'acide eicosapentaenoique et 
I'acide a-linolenique de 1:0,1 a 20:0,1. Ces acides gras peuvent etre extraits de 
substances naturelles telles que I'huile de poisson et/ou I'huile de perilla, par 
exemple. 

Le terme acide gras non interrompu par un methylene, dont I'acronyme est 
AGNIM, designe un acide gras possedant une serie de doubles liaisons dans 
laquelle au moins une paire adjacente de doubles liaisons est separee par au 



WO 99/27924 



PCT/FR98/02584 



moins deux atomes de carbone, a savoir par un groupe autre qu'un seul groupe 
methylene. Les AGNIM ont fait I'objet de quelques etudes seulement dans le but 
de developper une comprehension de leur incorporation dans les tissus des 
mamrniferes et de leur role potentiel dans le traitement de certaines maladies. 
Par exempie, JP 61 058 536 (Nippon Oil) decrit un procede pour purifier de I'huile 
de pignon contenant au moins 10% en poids d'acide 5,9,12-cis- 
octadecatrienoTque, qui presente un effet curatif contre Thypertension arterielle. 
WO 96 05 164 (Broadbon Nominees Pty) decrit une preparation anti-inflammatoire 
comprenant une fraction active purifiee, par exempie de I'acide 5,11,14,17- 
eicosatetraenoTque, isolee d'un extrait lipidique de Perna canaliculus ou de Mytilus 
edulis. 

WO 95 17 897 (The Regents of the University of California) montre que la grande 
categorie des AGNIM, y compris I'acide 5,1 1 ,14-eicosatrienoTque, peut etre utilisee 
en quantite efficace pour reprimer les maladies auto-immunes en general, par 
exempie la polyarthrite rhumatoYde, le lupus erythemateux, la sclerose en plaques, 
la myasthenie grave et environ 30 autres maladies actuellement connues. 

^incorporation de 5,11,14-eicosatrienoate alimentaire dans differentes classes 
phospholipidiques et tissus de souris a ete etudiee. Les resultats montrent que le 
fait de les alimenter en 5,11,14-eicosatrienoate conduisait a des taux plus faibles 
de 20:4n-6 dans le capital de phosphatidylinositol hepatique. Etant donne que les 
leucotrienes et les prostaglandines ne peuvent pas etre formes a partir de 5,1 1 ,14- 
eicosatrienoate en raison de Tabsence d'une double liaison interne A8 et etant 
donne que le taux de 20:4n-6 est reduit de fa?on dramatique dans certains 
capitaux de phosphatidylinositol, on s'attendait a ce que rapport alimentaire de 
5,11,14-eicosatrienoate puisse alterer le metabolisme des eicosanoides, reduisant 
ainsi Tinflammation potentielle dans le systeme hepatique (Biochemica et 
Biophysica Acta, 1085 , 371-376, 1991; J. Nutr. Biochem., 4, 409-420, 1993). 

Jusqu'a present, la classe suivante de AGNIM, en particulier I'acide 5,11,14- 
eicosatrienoTque, n*a pas ete signalee comme etant capable d'etre incorporee 
dans la fraction lipidique des tissus superficiels des mamrniferes. Un effet anti- 
inflammatoire dans les tissus superficiels des mamrniferes n f a pas non plus ete 
prevu. 
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Resume de I'invention 

On a done decouvert que les AGNIM ayant la formule suivante, dans laquelle le 
AGNIM est un acide, un sel ou un ester, et R 1 est un groupe alkyle en C,-C 5 et R 2 
est un groupe alkyle en C 2 -C 6 , pouvaient etre utilises avantageusement pour la 
preparation d'une composition destinee a moduler le metabolisme de lipides dans 
les tissus superficiels des mammiferes. 

, v ,R2 

HOOC 



Les AGNIM particulierement preferes sont ceux dans lesquels R 1 est un groupe 
alkyle en C 3 et R 2 est un groupe alkyle en C 2 -C 6 . ou dans lesquels R 2 est un 
groupe alkyle en C 4 et R 1 est un groupe alkyle en C r C 5 . Celui que Ton prefere le 
plus est celui dans lequel R 1 est un groupe n-propyle et R 2 est un groupe n-butyle 
(I'acide 5,11,14-eicosatrienoi'que, appele egalement 20:3(5,11,14)). 

Les AGNIM de I'invention peuvent aussi etre utilises dans ce contexte pour 
preparer une composition destinee a traiter ou prevenir les inflammations dans les 
tissus superficiels des mammiferes en modulant le metabolisme des lipides. 
L'invention a aussi pour objet des compositions pharmaceutiques et cosmetiques 
topiques comprenant les AGNIM de I'invention comme principe actif. 
Sous un dernier aspect, I'invention foumit une composition pharmaceutique, 
alimentaire ou cosmetique comprenant une combinaison d'huile de poisson et des 
AGNIM de I'invention. 

Les AGNIM de I'invention offrent des avantages similaires a ceux des huiles de 
poisson connues de I'homme du metier. Cependant, ils offrent I'avantage d'etre 
moins oxydables que I'huile de poisson, etant donne qu'ils ne possedent que deux 
liaisons interrompues par un methylene, comparees aux 6 liaisons interrompues 
par un methylene que comporte I'acide docosahexaenoique contenu dans I'huile 
de poisson. De plus, les AGNIM de I'invention ne sont pas un substrat pour la 
production de prostaglandine et de leucotriene, alors que la prostaglandine et le 
leucotriene peuvent etre formes a partir des acides gras que Ton trouve dans 



WO 99/27924 



PCT/FR98/02584 



4 

I'huile de poisson, comme le 20:5n-3 et le 22:6n-3. Un autre avantage par rapport 
a la preparation d"une huile de poisson reside dans I'absence d'odeur "de 
poisson". , 

Description detaillee de Invention 

Par "modulation du metabolisme des lipides", on entend plus particulierement le 
catabolisme des mediateurs lipidiques associes a I'inflammation, la differentiation, 
la proliferation et/ou la fonction de barriere des tissus superficiels. 

En outre, I'inflammation de tissus superficiels doit etre entendue comme etant le 
phenomene physiologique faisant appel a la production de cytokines pro- 
inflammatoires, telles que la cachectine a (TNF-a), par les cellules des tissus 
superficiels, par exemple les keratinocytes et les cellules epitheliales de la cornee, 
et ies cellules du systeme immunitaire qui sont contenues dans ces tissus 
(lymphocytes, cellules de Langerhans et analogues). L'inflammation peut provenir, 
par exemple, d'une infection, d'une allergie, d'une blessure et d'une exposition a 
un rayonnement et/ou a des agents irritants et/ou a des agents sensibilisanis. 

L'acide gras qui fait Tobjet de cette invention est un acide gras polyinsature qui est 
lineaire et monocarboxylique, toutes les doubles liaisons etant des doubles 
liaisons cis. Plusieurs types de nomenclatures sont utilises dans cette description, 
et ce sont les suivantes. 

a) La nomenclature pour les composes individuels indiquant le 
nombre d'atomes de carbone et le nombre et la position des doubles liaisons, un 
exemple typique etant le "20:4(5,8,11,14)" pour l'acide arachidonique; le nombre 
precedant les deux points est le nombre total d'atomes de carbone, le nombre 
situe immediatement apres les deux points est le nombre de doubles liaisons et 
les nombres entre parentheses sont les positions des doubles liaisons, en partant 
de I'extremite de la chaTne portant le groupe acide carboxylique. Dans tous les 
composes represents de cette maniere, sauf indication contraire, toutes les 
doubles liaisons sont cis. 

b) La nomenclature pour les classes de composes indiquant la 
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position de la double liaison la plus proche du groups terminal methyle un 
exemP e typique etan, "n-3" ou W. h nombre apres ,e «re. designe la posiUon 
rrdouPle liaison ,a plus proche de MM methyle de 
partant de lextremite methyle. Ainsi, I'acide arachidonique se situe : dans la olasse 
nTde meme pue I'acide 5.11.14*osa«rienPTque (20:3(5,11.14),. alors que 
.■aclde 5,8,11.14.17-eicosapentaenoique (20:5(5.8,11.14.17)) se sfcre dans la 
classe n-3. Cette nomenolature est equivalente a la nomenclature co dans la 
bibliographie, V et "n" etant interchangeables. 

Certains des AGNIM de Invention sont des substances existant dans la nature. 
D'autres peuvent etre synthases selon une methodologie publiee bien connue 
(voir, par exemple, Evans et al., Chem. Phys. Lipids. 38. 327-342, 1995). 

Par exemple, le 20:3(5,11,14) est une substance qui existe dans la nature, 
oeneralement sous la forme dun aclde gras dans un melange d'acides gras. Ce 
AGNIM se trouve dans toutes sortes de plantes en tant que fraction mmeure ou 
majeure de la composition totals d'acides gras. ^extraction du melange d acdes 
gras de leurs sources naturelles e. Extraction du 20:3(5,11,14) des acdes gras 
resultants peuvent toutes deux etre realises par des precedes class,ques 
detraction et de purification bien connus de I'homme du metier. 

Les sources naturelles decides gras oontenant du 20:3(5,11.14) sont 
principalemen. des graines vegetales et parmi elles tout particulierement les 
coniferes et les buissons omementaux. Us huiles de graines de ces plantes son, 
semblables aux huiles comestibles normales. contenant principalemen, des acdes 
oleique, linoleique e. linolenique. mais contenant aussi des quantites utiles de 
AGNIM. Le tableau 1 enumere des exemples de graines don, les ,eneurs en 
lipides contiennent des quantites significatives de 20:3(5.1 1 ,14). 
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Tableau 1 



"Source 


% de 
20:3(5.11,14) 
parmi les 
acides gras 
loxaux 


Source 


% de 
20:3(5,11,14) 
parmi les 

totaux 


Junipens virginiensis 


14, o 


verticallata 


15 

i 


Plarycladus onentalis 


3 


Caltha palustns 


23 


Junipens chinesis . 


12,3 


Calitrus rhomboidea 


14 


Torreya nucitera 


7 


Mortierelia alpma* 


7 


Podocarpus nagi 


24 


Ephedra 
campylopoda 


22 


Anemone rivulans 


10 


Anemone leveiliei 


6 


Cimcituga racemosa 


6 


Erantis hyemahs 


6 


Gingko biloba 


2,2 

c jp ^7fi««4 <ts 


Pinus silvestns 
untorv Ldl.) 


7 



10 



15 



On peut realiser la purification du 20:3(5.11,14) en particulier (1) en choisissant 
une source de graines de depart a haute teneur en graisse totale et a haute teneur 
en 20:3(5,11,14), mais ne contenant pas d'autres trienes contaminants, en 
particulier de I'acide a-linolenique (18:3n-3) et de I'acide 7 -linolenique (18:3n-6) 
(Podocarpus nagi, tableau 1. en est un exemple); (2) en extrayant les lipides avec 
de I'isopropanol et du chloroforme selon le procede de Nichols (Biochim. Biophys. 
Acta 70: 417. 1963), (3) par des procedures classiques de decreusage et de 
decoloration; (4) en preparant des esters methyliques avec 2% d'acide sulfurique 
methanolique. selon le procede de Christie (p. 52-53. dans Lipid Analysis, 
Pergamon Press, Oxford, 1982); (5) en eluant Tester methylique de 20:3(5,11,14) 
sur une colonne de Florisil lavee a I'acide impregnee de nitrate d'argent avec un 
melange hexane/ether de 9:1 a 8:2 (volume/volume) (d'apres Carroll, J. Am. Oil 
Chem. Soc. 40: 413, 1963; Wilner. Chem. Ind. (Lond) octobre. 30: 1839. 1965; 
Merck ChromNews 4(l). 1995; Anderson. J. Lipid Res. 6: 577, 1965; et Teshima, 
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tr- u aa. Q97 1978V (6) en eliminant ies ions argent 
Bull. Jap. Soo. Scien. ft* ££££ Teiochem. 9: 463, 1969); e« (7) 

^anTa^/. <»U Christie (p. 51-52, dans Lipid Analysis. Pergamon Press, 
Oxford, 1982). 

Dans le contexte de la presente invention. Ies AGNIM de Invention peuven, etre 
plantes decrites ci-dessus, par exemple. 

, Administration des AGNIM peut etre feite par des methodes connues de momma 
"Is sortes de fissus supersets des manures, aufremen, drf 
aux clles dui constituent ,a peau, ,e cuir chevelu, foeif, ou la mupueuse orale, 
buccale, nasale et vaginale, par exemple. 

,es AGNIM peuvent etre utilises pour le traitement ou la prophylaxie de maladies 
de la oeau ou du cuir chevelu, en particu.ier centre Ies inflammations assocees 
par exem le. au psoriasis, a rename (coup de sotel,), a ,'eczema, a ,a dermte 
* ^ Pelade, a ,a mycose, a I'acne et autres derma.oses. 

Une composition de .'invention destinee aux applications en topique peut done 
' Z^Z une puantite efficace des AGNIM en tan. q ue princpe a<* e. un 
^cT pour transporter ,e principe acti. dans Ies fissus supemcels des 
mammiferes. 

Le vehicule peut etre toute sorte de vehicule connu de I'homme du metier pour des 
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insolubles, de cristaux liquides, de dispersions de phospholipides et de couches 
lamellaires Les AGNIM peuvent etre incorpores dans le liposome, eventuellement 
conjointement avec un ligand ou agent mimetique approprie qui se lie aux 
recepteurs specifiques de la cellule. 

Les liposomes sont generalement formes de lipides formant des vesicules 
standard, qui englobent'en generates phospholipides portant une charge neutre 
ou negative, et un sterol tel que le cholesterol. Le choix de lipides est 
generalement guide par la prise en compte de divers facteurs tels que, par 
exemple, la taille des liposomes souhaitee et le besoin de stabilite des liposomes 
dans la circulation sanguine. Typiquement, le constituant lipidique majeur des 
liposomes est la phosphatidylcholine. La phosphatidylcholine doeuf partiellement 
hydrogenee en est un exemple typique. 

Les liposomes contiennent typiquement environ 5-15 pour cent en moles de 
phospholipides de charge negative, tels que le phosphatidylglycerol, la 
phosphatidylserine ou le phosphatidylinositol. Les phospholipides de charge 
negative aident a empecher I'agregation spontanee des liposomes et done a 
diminuer la presence d'agregats formes a partir de liposomes sous-dimensionnes. 
Des agents de rigidification des membranes, tels que la sphingomyeline ou un 
phospholipide neutre sature, a une concentration d'au moins environ 50 pour cent 
en moles, et 5-15 pour cent en moles de monosialylganglioside, peuvent aussi 
etre incorpores pour procurer une plus grande circulation de la preparation de 
liposomes dans la circulation sanguine. 

Les suspensions de liposomes peuvent aussi contenir des agents protecteurs de 
lipides pour proteger les lipides de degats radicalaires et peroxydants centre les 
lipides durant le stockage. Des exemples de ces agents sont les extincteurs de 
radicaux libres lipophiles tels que la-tocopherol et les chelateurs specifiques du fer 
solubles dans I'eau, tels que la ferrioxyamine. 

Les liposomes peuvent etre prepares par toutes sortes de precedes connus de 
I'homme du metier. Les liposomes peuvent ensuite etre dimensionnes dans une 
gamme granulometrique souhaitee et avec une distribution granulometrique 
relativement etroite. Une gamme granulometrique qui permet de steriliser la 
suspension de liposomes par filtration a travers un filtre classique, par exemple, 
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est d'environ 0,2-0,4 microns. 

Les formations destines a .'administration comprennent en general une solution 
du compose en solution ou en suspension dans un vehioule acceptable don. les 
cnoTappropries viendron, facilemen, a I'espnt de fhomme du metier Les 
uZJZ* peuvent par ailleurs contenir des substances auxto es 
pnTraceuticuemen, acceptab.es even.ue, te men, necessaires pour approeher lea 
conditions pbysiologiques. »e,.es que des agents dajustemen. du pH et des agents 
tempons des agents d'ajustement de la tonicite et des agents mouillanta Les 
onTla ons peuvent egalemen, avantageusemen, comprendre des antoxydants 
de P^rence des entrants liposolubfcs. ,e,s que not— le tocopherol 
facetate de tocopherol, le butyl-hydroxy toiuene, le butyl hydroxy an,sole, le 
palmitate d'ascorbyle et leurs melanges. 

La composition cosmetique ou pharmaceutique peut etre appliquee directement 
Missus supers de ,e„e sode que fcs AGNIM dtfusen, ,^ve. es 
cellules et y soient administres. Cette composition peut auss, etre ,n,ectee sous les 
tissus supemdels. par exemple au moyen dune injection sous-cutanee. Dans les 
Tux is rapplical es, consideree comme topique. autremen. di. es, appliquee 
directement sur ou sous les tissus superficiels. 

application des AGNIM peu, aussi etre etendue aux inflammations de , IW,L plus 
pamculierement de la cornee, ainsi que des muqueuses, plus parUculrerement des 
Iqueuses orale. nasale. buccale. anale et vaginale. Les ~mp" 
, aTinisfrees oralemen, peuvent affecter directement les muqueuses buccale^ 
oeLhagique. gastrique et intestinale. el/ou peuvent passer dans .a crcutaton 
sanguine et aire transpodees directement. par exemple. aux cellules de ,a peau. 
de I'oeil ou de la muqueuse. 

o Cette composition peut aussi etre appliquee dans les passages nasaux au moyen 
d un dWuseur, d'un gel et/ou d'un liquide physiologique secant de facon class,que 
a laver les passages nasaux. 

„ convien, d'insister sur le fait. que. en foncUon des formes J>»s 
„ habituellemen, utilisees pour une application en top-que ou <^J^T* * 
suivant qu'il s'agit d'une forme alimentaire, cosmetique et/ou pharmaceutique. la 
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quantite des AGNIM necessaire et suffisante pour observer un effet ant.- 
inflammatoire ou un effet de modulateur du metabolisme des lipides peut varier 
considerablement. Uinvention concerne done utilisation des AGNIM en quantrte 
suffisante pour le traitement ou la prevention des inflammations et/ou pour les 
modulations du metabolisme des lipides des tissus superficiels, 

Les AGNIM seront done administres a Phomme ou a un animal, par exemple sous 
forme de denree alimentaire, pour traiter la muqueuse orale. lis peuvent done etre 
utilises pour remplacer les huiles normalement utilisees dans les formulations ou 
recettes alimentaires ou en tant que partie d'un melange d'huiles utilise de cette 
maniere. Cette composition peut etre, par exemple, une sauce, telle, qu'une sauce 
a salades, une huile de table, une mayonnaise, une creme glacee, une 
composition de confiserie ou une pate a gamir ou a etaler. Le compose peut aussi 
etre administre en tant que partie d'un complement nutritionnel, tel qu'en comprime 
ou en gelule, pris par voie orale quotidiennement. Des Hants, des matrices et 
d'autres adjuvants conventionnels que Ton trouve normalement dans les 
complements de ces types seront generalement incorpores ici aussi. Les doses 
typiques de ces precedes peuvent varier largement, mais se situeront le plus 
souvent dans la gamme d'environ 2 mg par kg de poids corporel a environ 2 000 
mg par kg et plus souvent dans la gamme d'environ 5 a environ 500 mg par kg. 

La composition alimentaire peut de preference comprendre un vehicule pour 
transporter les AGNIM vers le gros intestin ou une autre region de I'appareil 
gastro-intestinal. Le vehicule peut etre un amidon resistant, incorpore dans une 
proportion de 2 a 20% en poids. ^incorporation peut etre realisee pendant le 
sechage avec les constituents alimentaires, par lyophilisation par exemple. 
^incorporation peut aussi etre realisee par microencapsulation. Un precede 
typique de microencapsulation necessite le prechauffage d'une huile a bas point 
de fusion au-dessus de son point de fusion (<40°C), puis I'addition des AGNIM au 
melange, Taddition egalementde I'amidon resistant avec les autres ingredients et 
agents liants. tels que la gelatine et les gommes, et la pulverisation de la 
dispersion dans la tete dune tour de refroidissement pour permettre a des 
particules uniformes de se former avec une granulomere moyenne typiquement 
dans la gamme de 20-200 microns. Une forme preferee d'amidon resistant est un 
amidon a forte teneur en amylose. par exemple ceux decrits dans WO 94/03 049 
etWO 94/14 342. 




PCT/FR98/02584 



WO 99/27924 



11 



'ZZTZ^ en hygiene » ou orale. e, jnpj* a 
forme de solutions huileuses, ateooliques ou aqueuses-alcooliques. de gete. 
Pulsions eau dans , huile ou hui,e dans feau ayan. I'aspec, dune oreme ou d un 
e T Tntuenemen, capab.es de mousse, sous ,a forme d'un aeroso ou , fcen 
Element sous ,a forme de disperses vesicals comprehan **. 
ioniques et/ou non ioniques. Ces formes galeraques sent dans tous les cas 
preTL par ,es precedes habituels dans le domaine cosmefrque consrdere. 
crcomposifion peuf efre. par exemp,e. e, en particular, une compos*on pour 
nettoyer proteger, waiter ou soigner ,e cuir chevelu. pour le vrsage. pour le cou, 

' ImaouLnts ou de laits pour le corps), une composition de maqurllage (par 
^mpTe untnTde teint), une composite de bronzage artmde,. une oomposrUon 
TuMe bain une composition de shampooing (fraifemen. du ouir chevelu) ou une 
Z£Z pour .'hygiene buooale (bain de bouche, pate den«rice ou chewrng- 

o gum). 

Dans le domaine de la pharmacie humaine ou animate, en particulier en 
deltologie. en ofo-rhino-laryngologie. en ophtalmologie. en gas.rc-enterofog,e e, 
en™yneco,ogie, ce«e composition peut efre, par exemple. une capsule une 

„ aalute une emulsion, une pommade, une composition pouvan, efre ,n,ec.ee sous 
fa ^u un onguent. un sirop. un diffuseur, un lavage oculaire, un shampoorng ou 
u „Cin de bouche comprenant les AGNIM pour le fraifemen, ou a ^ 
la peau des yeux ou des muqueuses. Les different formes galenrques possrbles 
Sot : tous les cas preparees par les precedes habifuels du domarne 

30 pharmaceutique considere. 

La preseme invention es. decnte plus en detail par les examples Mquta d- 
dessous II va sans dire toutefois que ces exemples ne son. presentes qua Mre 
d Cauon du suje, de .invention don, ils na constituent aucunemen, une 
35 m «a«on. Les percentages son, donnas en poids. sans indication contrarre. 
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Exemple 1 Metaboiisme du 20:3(5,1 1,14) 

On realise de la maniere suivante la determination du profil du 5,11,14 dans la 
lignee des keratinocytes immortalises humains DK2-NR (decrite dans le brevet 
PCT/EP 96/05 812). 

Des cultures confluentes de DK2-NR sont incubees 4 jours dans du milieu NR-2 
(Biofluids Inc.. Rockville, MD, USA) ayant une concentration accrue en Ca 2 * 
(CaCI 2 : 1,5mM). Ensuite, les keratinocytes sont incubes 2 fois 2 jours 
(changement de milieu avec des acides gras au bout de 2 jours) dans NR-2 
contenant 1 mg/ml de serumalbumine bovine (BSA, acide gras libre, Sigma Inc. 
St. Louis, USA) et 15mM d'ester methylique d'acide 5,11.14-eicosatrienoique 
(ester 5,1 1,14) et/ou d'ester methylique d'acide arachidonique (ester 20:4n-6). 

Par ailleurs, les cellules sont preincubees pendant deux jours avec 15mM d'ester 
20:4n-6 (voir tableau, n° 6-9) et ensuite 2x2 jours avec de Tester 5,11 ,14 et avec 
un melange d'ester 20:4n-6 et d'ester 5,1 1 ,14. 

A la fin de la periode d'incubation, les cellules sont lavees dans HBSS (solution 
saline de Hanks equilibree) (Gibco, Life Technologies) contenant 0,1% de BSA et 
deux fois dans HBSS. Les cellules sont recoltees par raclage (racle a cellules, 
Costar Inc.) des cellules dans les bottes de culture. Les cellules sont centrifugees 
dans 1 ml de HBSS (1 000 tours/min.). L'extraction cellulaire est realisee dans un 
melange d'hexane et d'isopropanol (2:1 en volume/volume) contenant du 2,6-di- 
tert-butyl-p-cresol. Les phospholipides sont separes par chromatographie (gel de 
silice 60) avec I'eluant chloroforme/acetone (96:4 en volume/volume). La fraction 
acide gras des phospholipides est ensuite esterif.ee par chauffage (100°C) dans 
une solution contenant 10% de BF 3 -methanol (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Les 
esters methyliques sont separes. Les acides gras sont quantifies avec des etalons 
internes. 

Les resultats enumeres dans le tableau 2 ci-dessous montrentque I'acide 5,11,14- 
eicosatrienoique est integre dans les lipides totaux (3,34%). 
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"raitement avec acides gras 7 

c 


teides grc 
*^lh iIps 


is phospl 


lolipidiques aans 




Jour 0 


Jour 2 

i 


lour 4 t 

c 


5.11.14 -5 


>0:3n-6 2 

/o 


/o p 


/o 

3754 


1 • 


: I 


-thanol I 


Ethanol 1 


xoo ( 


1,11 1 


5.43 ( 
3,47 \( 


3,06 


2 


1 


Ester 1 
5,11,14 


Ester 
5,11,14 


3754 1 


3,17 1 




0,04 


3 


- 


Ester 1 
20:4n-6 


Ester 
20:4n-6 


0,30 


0,28 


B.25 


0,00 


4 


- 


Ester 
5,11,14 
ester 
20:4n-6 


Ester 
5,11,14 
ester 
20:4n-6 


"1,04 


0,58 


9,56 | 


0,00 


5 


- 


Ester 
20:4n-6 


Ester 
20:4n-6 


0,30 


0,55 


10,39 






Preincubat 
ion 












0,03 


6 


Ester 
20:4rv6 


Ester 
5,11,14 


Ester 
5,11,14 


2,12 


0,38 


5,30 


0,01 


7 


Ester 
20:4n-6 


Ethanol 


Ethanol 


0,00 


0,30 " 


5,57 


0,01 


8 


tster 
20:4n-6 


Ester 
20:4n-6 
Ester 
5,11,14 


Ester 
20:4n-6 
Ester 
5,11,14 


"T3.98 


■ 1,0b 


12,90 


0,03 


9 


^ster 
20:4n-6 


Ester 

20:4n-6 h 
ethanol 


Ester 
h 20:4n-6 - 
ethanol 


■ 0,09 


0,85 


11,80 





Exemp ie 2 Effet de I'acide 5.11,14-eicosatrieno^que sur la secretion de TNF-a 
par les keratinocytes immortalises humains traites aux ultraviolets B 

Des keratinocytes immortalises humains (DK2-NR) sont incubes dans des boites 
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de culture (diametre 3,5 cm) avec 1,5 ml de milieu NR-2. Apres avoir atteint la 
confluence, la concentration de Ca 2+ dans le milieu NR-2 est deplacee a 1,5mM. 
Au bout de 4 jours, les cellules sont incubees 2x2 jours dans NR-2 sans 
hydrocortisone, avec une forte concentration en Ca 2+ (1,5mM) et divers acides 
gras (a savoir 18:2n-6, 18:3n-3, 20:3(5,11,14)). A la fin de la periode d'incubation, 
on retire le milieu NR-2 et on le stocke a 37°C pour nourrir a nouveau les cellules 
apres le traitement aux UVB (milieu NR-2 conditionne). Les cultures cellulaires 
sont lavees 2 fois avec HBSS. Pour le traitement aux UVB, on incube les cellules 
dans 0,5 ml de HBSS. On traite les cultures cellulaires avec des UVB a 1 ,5 kJ 
(Phillips, TL100, emission maximale a 313 nm). Ensuite, on remplace HBSS par le 
milieu NR-2 conditionne correspondent. On recolte le surnageant ,au bout de 24 
heures et on le stocke a -20°C. La concentration de TNF-a secretee dans le 
surnageant est quantifiee par ELISA (Pelikine Compact, CLB Amsterdam, Pays- 
Bas). 

Comme I'enumere le tableau 3, on peut constater que I'acide 5,11,14- 
eicosatrienoique inhibe la secretion de TNF-a (9 pg/ml) dans les keratinocytes 
immortalises humains traites aux UVB compares aux temoins (1 1 ,6 pg/ml). 



Tableau 3 





TNF-a secrete 
[pg/ml] 


± Ecart-type 


Pas d'UVB + temoin (btUH) 


0,0 


0 


UVB + temoin (btOH) 


11,6 


0,009 


UVB + 5,11,14 


9,0 


0,005 


UVB + 18:3n-3 (acide a- 
linolenique) 


14,5 


0,015 


UVB + lti:1n-9 (acide oleique) 


12,1 


0,005 


UVB + hydrocortisone (u,b 
mg/ml) 


2,0 


0,004 
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Exemple 3 Effet anti-inflammatoire d'autres AGNIM 

i 

La determination de I'effet anti-inflammatoire de 18:3(5.11.14), 18:3(3.9.12). 
19 3(5.11,14). 19:3(4.10.13). 21:3(5.11.14), 21:3(6,12.15). 22:3(5.11.14) et de 
s 22 3(7,13,16) a ete realisee dans la lignee de keratinocytes immortalises humains 
DK2-NR (decrite dans le' brevet PCT/EP 96/05 812), de la maniere decrite dans 
I'exemple 2 ci-dessus. Les resultats montrent la manifestation d'effets anti- 
inflammatoires. 

lo Exemple 4 activite anti-inflammatoire de Podocarpus nagi methyl ester apres 
son administration topique chez la souris. 

L'activite anti-inflammatoire de Podocarpus nagi methyl ester (comportant 26 % 
de C20 :3 5, 11, 14; et contenant .0.5 % d'a-tocopherol et 0.2 % de palmitate 
is d'ascorbyle) a ete evalue dans le test de I'cedeme de I'oreille induit par I'acide 
arachidonique chez la souris. 

Le Podocarpus nagi methyl ester correspond a I'huile extraite de graines de 
Podocarpus nagi, I'extraction etant, realisee selon la methode decrite dans les 
deux paragraphes suivants le tableau 1 de la description. 

20 Le protocole exact est le suivant : 

Podocarpus nagi methyl ester ou I'huile controle de Podocarpus nagi est 
administre topiquement sur I'oreille droite de souris, a la concentration de 20 % 
(4 microgrammes dans 20 microlitres d'acetone), une fois par jour pendant 5 
jours. Chaque groupe comporte 5 souris et un groupe recoit I'acetone 

25 seulement. L'acide arachidonique a la concentration de 2 % dans I'acetone est 
administre 1 heure apres la derniere application des traitements et I'epaisseur 
de I'oreille est mesuree a I'aide d'un micrometre (oditest) 1 heure apres 
I'administration de l'acide arachidonique. 



30 



L'huile controle de Podocarpus nagi correspond au Podocarpus nagi methyl 
ester tel que decrit ci-dessus, dans lequel le C20 :3 5, 11, 14 a ete 
essentiellement remplace par l'acide oleique (C18:1n-9). 



35 
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Resultats : 

L'oedeme de I'oreille correspond a ('augmentation de I'epaisseur de I'oreille par 
rapport au groupe ayant re<?u I'acetone seulement. 



Produit administre 
topiquement 


CEdeme de 
I'oreille 
(mm 1Cr 2 ) 
Moyenne ± esm 


Inhibition de 
l'oedeme (%) 
Moyenne ± esm 


test de student 
(versus groupe 
acide 

arachidonique) 


Acide Arachidonique 
(AA) 2 % 


11.75±1.75 






Indomethacine 5 % + AA 


1.00±0.48 


91.49 


P < 0.001 


Podocarpus nagi methyl 
ester + AA 


5.00 ± 0.95 


57.45 


P < 0.01 


Huiie de Podocarpus 
nagi + AA 


12.00 ±2.10 


-2.13 


P > 0.05 (non 
significatif) 



esm : erreur standard a la moyenne 



L'indomethacine, anti-inflammatoire non steroTdien utilise comme controle 
positif du test a la concentration de 5 % dans I'acetone, inhibe fortement 
roedeme induit par I'acide arachidonique. Podocarpus nagi methyl ester a la 
concentration de 20 % inhibe de 57 % l'oedeme induit par I'acide arachidonique. 
Ces resultats montrent que Podocarpus nagi methyl ester presente une activite 
anti-inflammatoire lorqu'il est administre topiquement sur la peau de souris. 

Exemple 5 analyse des lipides dans la peau apres administration topique de 
Podocarpus nagi ethyl ester chez la souris. 

Le Podocarpus nagi ethyl ester correspond a I'huile extraite de graines de 
Podocarpus nagi, Textraction etant realisee selon la methode decrite dans les 
deux paragraphes suivants le tableau 1 de la description. 

Le protocole exact est le suivant : 

Podocarpus nagi ethyl ester (avec anti-oxydants) ou la mixture controle (de 
meme composition que Podocarpus nagi ethyl ester mais dans laquelle le 
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C20 3 5 11. 14 est essentiellement remplace par le C18 : 1n-9) est administre 
topiquement sur I'oreille droite de souris, a la concentration de 20 % (4 
microgrammes dans 20 microlitres d'acetone), une fois par jour pendant 5 purs. 
Chaque groupe comporte 4 souris. Sur Toreille gauche, les souris reco.vent de 
('acetone seulement. 

2 heures apres la derniere administration, les souris sont euthanasiees. et on 
realise des biopsies des oreilles ainsi traitees pour analyse des lipides cutanes. 

L'incorporation du C20 :3 5. 11. 14 dans les phospholipides de la peau de 
I'oreille des souris a ete analyse de la facon suivante : 

Extraction des lipides : 20 mg de chaque biopsie est extraite avec 0.8ml H20. 
1'ml de CHCI3 et 2ml de MeOH. Apres centrifugation (3minutes a 1000g), le 
residu est re-extrait avec 1ml de CHCI3, le surnageant est filtre a travers un 
verre fritte et lave avec 1ml de KCI a 0.88%. La phase organique est extraite et 
concentree sous azote et redissoute dans 2ml de CHCI3 

Separation des phospholipides (PL) et des lipides neutres (NL) : Les differentes 
classes de lipides ont ete separees par chromatographie en phase solide sur 
des colonnes de 3ml contenant 500mg de silice (Supelco 57010). Les 
echantillons tels que decrits ci-dessus (dans 2ml de CHCI3) ont ete introduits 
dans ces colonnes lavees. Les NL ont ete obtenus avec 2ml de CHCI3 et les PL 
avec 4ml de CHCI3/MeOH (2/1) et 4 ml de MeOH. Les echantillons sont 
concentres sous azote et redissouts dans 10ml de CHCI3. 

Chromatographie couche - mince des phospholipides : Les echantillons de PL 
obtenus ci-dessus sont introduits sur des plaques de chromatographie couche- 
mince de 10x10 (Merck 1.13727) et les PL sont separes dans 
CHCI3/MeOH/acide acetique/H20 (50/37.5/3,5/2.9). Les PL sont identifies avec 
des echantillons de reference. 

Methylation des phospholipides : Les echantillons sont ensuite methyles avec 
200 M l de methanolic HCI/hexane (4/1) contenant 0,4 ng de C17:0 pendant 16 
heures a 65°C. La reaction est ensuite neutraiisee avec 0.5 ml de K2C03 a 6%. 
Les methyls esters (ME) sont extraits 2 fois avec 300ul d'hexane. concentres 
sous azote et redissouts dans 5 M I d'isooctane pour analyse par 
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chromatographic en phase gazeuse. 

Chromatographic en phase gazeuse des phospholipides : les ME sont injectes 
dans I'appareil Hewlett Packard GC Modele 6890, equipe avec un collecteur 
s d'echantillons et une colonne capillaire. 

resultats : acides gras dans les pools lipidiques apres application topique des 
ethyl esters de controles* (controle) et des ethyl esters de Podocarpus nagi 
(Graine) sur I'oreille de souris. 



i 
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- 

Dai irrpntaoss 


Composition des ethyl 
esters administres 
topiquement 




Phospholipides 


Acides gras 


Controle 
(+ ") 


Graine 
(+**) 




Controle 


Graine 
(+ **) 


c16:0 


5,4 


2,4 




14,6 


8,2 


c16:1n-V 


0,3 






1,6 


5,9 


c18:0 


1.9 


1.4 




14,8 


7,6 


c18:1n-9 


43,9 


16.4 




20,0 


15,5 


c18:2n-6 


48,5 


43,1 


16,8 


27,0 


c18:3n-3 






0,0 


0,3 


c20:2b,11 




0,4 


0,0 


0.2 


c20:3 5,11,14 




26,3 


0,2 


13,6 


c20:2n-6 




8,6 


0,8 


4,4 


c20:3n-6 






0,7 


0,2 


c20:4n-6 






9,9 


2,2 


c20:5n-3 


0,1 




0,3 


0,0 


c23:0 






0,3 


0,0 


c22:2n-6 






0,2 


0,0 


c22:4n-6 






1.1 


0,0 


c22:5n-3 








1,0 


0,0 


c22:6n-3 








9.3 


1.0 


Hc12,cl3,c14,c1 
5:0) 








1.9 


2,5 


X(c20,c22,c24,c2 
6:0) 








4,4 


9.7 


T(c20,c22,c24:1) 




1,5 




2,1 


1.7 


Total 


100,0 


100,0 




100,0 


100,0 



Safran/toumesol/abricot (43/7/50) 
** Antioxidants : 0,5 % en poids a-tocopherol et 0,2 % en poids 

5 palmitate d'ascorbyl 
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Le C20 :3 5,11,14 augmente dans les phospholipides alors que le 20 :4n-6 
(acide arachidonique) diminue. Ces resultats montrent que C20 :3 5. 11, 14 est 
incorpore dans les phospholipides de la peau apres application topique chez la 
5 souris. 

Le remplacement du 20 :4n-6 par le C20 :3 5, 11. 14 semble correler avec les 
proprietes anti-inflammatoires du C20 :3 5. 11, 14 mises en evidence apres 
application topique dans le modele de I'cedeme de I'oreille induit par I'acide 
io arachidonique chez la souris (exemple 4). 

Exemple 6 Lait corporel (emulsion huile dans I'eau) 

Phase huileuse: 
is Stearate de glyceryle/stearate de PEG-100 

(Ariacel 165 vendu par ICI) (emulsifiant) 

Polysorbate 60 (emulsifiant) 

Polyisobutene hydrogene 

Acide stearique 
20 Huile de graines de Ephedra campylopoda 

Phase aqueuse: 
Glycerine 

Carbomere (Carbopol 941. vendu par 
25 Goodrich) (epaississant) 

Triethanolamine (agent neutralisant) 
Conservateur 
Eau 

30 On prepare I'emulsion en incorporant la phase huileuse dans la phase aqueuse 
tout en agitant. Le lait corporel procure une bonne protection de la peau contre les 
inflammations. 



1% 

0,8% 

2% 

1% 

8% 



3% 

0.3% 
0.3% 
0.3% 
jusqu'a 100% 
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Exemple 7 Fluide de soin (emulsion huile dans I'eau) 
Phase huileuse: 

Sesquistearate de methylglucose (emulsifiant) 
Cyciomethicone 

Huile de graines de Podocarpus nagi 
Parfum 

Sesquistearate de methylglucose-PEG 20 
(emulsifiant) 



2% 
13% 
2% 
0,2% 

2% 



Phase aqueuse: 

Gomme xanthane (epaississant) °' 2 ° /c 
Polyacrylamide/isoparaffine C 13 -C 14 /laureth-7 

(Sepigel 305 vendu par Seppic) (epaississant) 0,8% 
Conservateur 
Eau 



'o 

0,3% 
jusqu'a 100% 



20 L'emulsion est preparee de la maniere decrite dans I'exemple 6. On obtient un 
fluide blanc qui procure une bonne protection de la peau centre les inflammations. 

Exemple 8 Creme de soin (emulsion eau dans I'huile) 

25 Phase huileuse: (A) 

Isostearate de polyglyceryle-4/Cetyl-dimethicone- 

copolyol/Laurate d'hexyle (Abil WE 09 vendu par 

Goldschmidt) (emulsifiant) 

Isohexadecane 
30 Huile de graines de Caltha palustris 

Cyciomethicone 

Acide n-octanoyl-5-salicylique 

Parfum 



4% 
5% 
10% 
3,5% 
1% 

0,15% 



35 



Phase aqueuse: (B) 
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Glycerine 

Gomme de cellulose 
Sulfate de magnesium 
Conservateur 
Eau 

Pour preparer I'emulsion, on chauffe les constituants de la phase A a 80°C jusqu'a 
la dissolution complete et on les refroidit a 65°C. On chauffe la phase B a 65°C, on 
y verse la phase A tout en agitant, puis on refrigere le melange. On obtient un 
fluide blanc qui procure une bonne protection de la peau contre les inflammations. 



10% 
0,5% 
0,65% 
0,3% 
jusqu'a 100% 
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RPVENDICATIONS 



4 



1 Composition pharmaceutique ou cosmetique topique comprenant, comme 
5 Principe actif. au moins un AGNIM ayant la formule suivante. dans laquelle le 

AGNIM est sous forme d'un acide, d'un sel ou d'un ester, et R 1 est un groupe 
alkyle en C^Cjet R 2 est un groupe alkyle en C 2 -C 6 : 

2 Composition pharmaceutique ou cosmetique topique selon la revendication 
10 1 dans laquelle R 1 est un groupe alkyle en C 3 et R 2 est un groupe alkyle en C 2 -C 6 , 

ou dans laquelle R 2 est un groupe alkyle en C 4 et R 1 est un groupe alkyle en C r C 5 . 

3. Composition pharmaceutique ou cosmetique topique selon la revendication 
2, dans laquelle le AGNIM est le 20:3(5,11,14). 

Composition topique selon la revendication 1 , dans laquelle le AGNIM a ete 
prealablement purifie, synthetise ou bien est present dans un melange d'acides 
gras. 

5 Composition topique selon rune quelconque des revendications 
precedentes, comprenant une quantite efficace d'un AGNIM comme principe actrf 
et un vehicule pour transporter le principe actif dans des tissus superfiaels des 
mammiferes. 

6 Composition pharmaceutique, alimentaire ou cosmetique, comprenant une 
combinaison d'huile de poisson et d'au moins un des AGNIM definis dans la 
revendication 1 . 

7. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
comprenant des anti-oxydants liposolubles. 

8 Utilisation d'au moins un des AGNIM definis dans la revendication 1 pour la 
preparation d'une composition destinee a moduler le metabolisme des lipides dans 
les tissus superficiels des mammiferes. 
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9. Utilisation selon la revendication 8, pour la preparation d'une composition 
destinee a trailer ou a prevenir les inflammations dans les tissus superficiels des 
mammiferes. 

10. Utilisation selon la revendication 8 ou 9, dans laquelle le AGNIM est le 
20:3(5,11,14). 
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(57) Abstract 

The invention concerns fatty acid uninterrupted by a methylene as anti-inflammatory agents in superficial tissues of mammals, more 
particularly a pharmaceutical or cosmetic topical composition comprising, as active principle, at least one fatty acid non-interrupted by 
a methylene corresponding to formula (I), in which the fatty acid uninterrupted by a methylene is in the form of an acid, a salt or an 
ester and R 1 is a C1-C5 aJkyl group and R 2 is a C2-C6 alkyl group, preferably wherein the fatty acid uninterrupted by a methylene is the 
20:3(5,1 1,14). Said fatty acids uninterrupted by a methylene are used for preparing a composition for modulating the metabolism of lipids 
in the superficial tissues of mammals. 

(57) Abrege 

Une composition pharmaceutique ou cosmetique topique comprenant, comme principe actif, au moins un des AGNIM ayant la formule 
(I) dans laquelle le AGNIM est sous forme d'un acide, d'un sel ou d'un ester, et R 1 est un groupe alkyle en Ct-C 5 et R 2 est un groupe alkyle 
en'ci-Q,, de preference dans laquelle le AGNIM est le 20:3(5, 11, 14). Ces AGNIM sont utilises pour la preparation d'une composition 
destines a'moduler le m&abolisme des lipides dans les tissus superficiels des mammiferes. 
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